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@ Starker homologer Promotor aus Hamster 

(g) Die Erfindung betrifft einen starken homologen Promotor 
aus Hamster. Insbesondere handelt as sich dabei urn den 
Promotor des Gens, das fur das Ubiquitin-S27a-Fusionspro- 
tein kodiert. Der Promotor kann fiir Verfahren zur Harstel- 
lung heteroioger Genprodukte in Kuiturzellen verwendet 
warden, insbesondere in CHO-Zellen. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft einen starken homologen Promotor aus Hamster, Nukleinsauren, die Promotor- und/ 
Oder regulatorische Sequenzen des Ubiquitin-S27a-Gens enthaiten, sowie Verfahren zur Herstellung heterolo- 
5 ger Genprodukte unter Verwendung solcher Nukieinsduren. 

Bei der wirtschaftlich bedeutenden Herstellung von Proteinen durch Expression rekombinanter Gene in 
eukaryontisclien Wirtszellen, beispieisweise CHO-Zellen, werden bisher heterologe Expressionssysteme ver- 
wendet, d L daB zura Beispiel die Promoter/Enhancer- sowie Terminationseiemente viraien Ursprungs sind Die 
Verwendung von nichtviralen Promotoren an Stelle von viraien Sequenzen in Expressionssystemen wSre im 
10 Hinblick auf die Einstellung der Offentlichkeit bezuglich Gen- und Biotechnologie von Vorteil und wOrde 
auBerdem zur Biosicherheit der Vektorsysteme» die fOr die Expression von Genen in tierischen Zellkulturen 
verwendet werden, beitragen. 

Beim Ubiquitin handelt es sich um ein hoch konserviertes Polypeptid von 76 Aminosauren, das in aUen 
eukaryontischen Zellen in groBer ZaM zu finden ist und durch eine diverse Genfamilie kodiert wird (Reviews: 
15 Jentsch et al, 1991; Schlesinger & Bond, 1987). Ubiquitin spielt durch die Modifizierung von Targetproteinen 
eine bedeutende Rolle in einer Vielzahl von biologischen Prozessen, wie z. B. der ATP-abhangigen Proteinde- 
gradation uber den Ubiquitin- Proteosomen-Weg (Ciechanover, 1994). Auf Grund ihrer Struktur kann man die 
Ubiquitingene in zwei Gruppen einteilen. In der ersten Gruppe sind die Polyubiquitingene zusammengefaBt, in 
denen 228 bp groBe Ubiquitin-Kodiereinheiten (=76 Aminosiuren) in Kopf-zu-Schwanzanordnung aneinan- 
20 dergereiht sind (Jentsch et aU 1991 ; Schlesinger & Bond, 1987^ Die Anzahl der Einheiten variiert von Spezies zu 
Spezies, wobei man in den meisten Organismen zwei Polyubiquitingene unterschiedlicher Lange Hndet (Pomace 
et aL, 1989; Wiborg et aL, 1985). Die Promotorregionen dieser Gene enthalten eine TATA-Box und Promotor/ 
Enhancer-EIemente f Or einen Hitzeschockinduktor (Schlesmger & Bond 1987). 
Die Ubiquitinfusionsgene werden der zweiten Gruppe zugeordnet Es handelt sich dabei um Fusionen zwi- 
25 schen einer Ubiquitineinheit und einem ribosomalen Protein (Jentsch et aL, 1991 ; Schlesinger & Bond 1987). Die 
beiden bekannten Ubiquitinfusionsgene kCnnen auf Grund der Unterschiede in der L^nge und Sequenz des 
ribosomalen Proteins identiHziert werden. In dem einen Fall handelt es sich um ein ribosomales Protein der 
groBen Ribosomenuntereinheit mit einer L^ge von 52 Aminosiuren (Baker et aL, 1991) und in dem anderen Fall 
um ein ribosomales Protein der kleinen Ribosomenuntereinheit (in SSlugera als Protein S27a bezeichnet) mit 
30 einer speziesabh^ngigen Lange von 76 bis 81 Aminosturen (Redman & Rechstemer, 1989). Der Ubiquitinanteil 
in diesen Fusionsproteinen unterstUtzt dabei anscheinend die ef fiziente Integration der ribosomalen Proteme in 
das Ribosom (Finley et aL, 1989). 

Die individuellen Ubiquitingene werden in den verschiedensten Geweben eines Organismus und in verschie- 
denen Entwicklungsstadien in unterschiedlichem AusmaB exprimiert So werden die Polyubiquitingene konstitu- 
35 tiv in geringera Level, der lediglich unter StreBeinwirkung stark erhoht wird exprimiert (Fomace et aL, 1989; 
Schlesinger & Bond 1987). Die Ubiquitinfusionsgene werden vor allem verstarkt in der exponentiellen Wachs- 
ttmisphase exprimiert In terminal differenzierten und wachstumsarretierten Zellen ist die Expression hingegen 
herunterreguliert (Schlesinger & Bond 1987; Shimbara et aL, 1993; Wong et aL, 1993). 
Die Aufgabe, deren Ldsung der Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist, war die Bereitsteliung starker 
40 nichtviraler Promotoren ffir Verfahren zur Herstellung heterologer Genprodukte in Kulturzellen, insbesondere 
Hamsterzellen. 

Oberraschend wurde ein Promotor eines Gens aufgefunden, der insbesondere in CHO-Zellen eine dem 
viraien SV40-Promotor gleichwertige Aktivitat hat Dieses Gen kodiert fOr das Ubiquitinfusionsprotein Ub/ 
S27a, Der Ub/S27a-Promotor ist Gegenstand der ErHndung, insbesondere der Ub/S27a-Promotor aus Hamster. 
45 Ein weiterer Gegenstand der Erfindung sind Regulatorsequenzen in der 5' untranslatierten Region des Ub/S27a- 
Gens. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Nukleinsauremolekul, das Promotorsequenzen 
und/oder andere regulatorische Sequenzen des Ub/S27a-Gens enthalt Bevorzugt sind dabei die Promotorse- 
quenzen und/oder anderen regulatorischen Sequenzen aus dem Ub/27a-Gen des Hamsters abgeleitet Insbeson- 

50 dere ist ein NukleinsiuremolekOl Gegenstand der Erfindung, das Promotorsequenzen und/oder andere regula- 
torische Sequenzen enthSlt, die in der Sequenz gemaB Abb. 5 enthalten sind 

Ein bevorzugter Gegenstand der Erfindung sind Nukleinsauremolekule, die Sequenzen aus dem Bereich 
enthalten, der den Positionen —161 bis —45 gemaB Abb. 5 entspricht Es liegt im Kfinnen des Fachmanns, rait 
den Methoden, die in Beispiel 4 beschrieben werden, Nukleinsauremolekiile herzustellen, die Teilsequenzen der 

55 erfindungsgemSBen Sequenzen enthalten, insbesondere eine Teilsequenz des Bereichs von — 161 bis — 45, die 
ebenf alls starke Promotoraktivitftt vermitteln kdnnen. Solche Teilsequenzen sind daher ebenfalls Gegenstand 
der Erfindung. 

Es liegt auch im FCdnnen des Fachmanns, die Promotorsequenz durch Substitution, Insertion, Deletion oder 
Addition von einer, zwei, drei oder mehr Basen gegenuber der Sequenz gemlB Abb. 5 zu verandem, ohne 

60 dadurch die Promotoraktivitit, die mit der in Beispiel 4 beschriebenen Methode gemessen werden kann, deutlich 
zu emiedrigen. Unter einer deutlichen Emiedrigung der Promotoraktivitat soil eine Emiedrigung um mehr als 
50% des Wertes, der ftir das 272-bp-Deletionsfragment aus Tabelle 1 im CAT-Assay gemaB Beispiel 4 unter 
vergleichbaren Bedingungen erhalten wird, verstanden werden. Solche Varianten der Promotorsequenz sind 
daher ausdriicklich in die Erfindung eingeschlossen. 

65 In den erfindungsgemaBen Nukleinsauremoiekiilen sind die Promotor- und/oder regulatorischen Sequenzen 
vorteilhaft mit einem Gen funktionell verknupft, so daB dieses Gen unter der IControUe dieser Sequenzen 
exprimiert werden kann. Ein solches Gen kann beispieisweise fOr Gewebeplasminogenaktivator (EP 0093619), 
ein second-generation-Plasminogenaktivator, Z.B. tnk-t-PA (WO 93/24635), Interferon, z.B. Interferon-a 
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(EP 0595241), Interferon-P (EP 0041313, EP 0287075), Interferon-y (EP 0146354) oder Interferon-o (EP 0170204), 
Tumomekrosefaktor (EP 0168214), Erythropoietin (WO 86/03520), Granulozyten-Kolonie-stimulierenden Fak- 
tor (EP 0220520, EP 0237545) oder Mangan-Superoxiddisrautase (EP 0282899) kodieren, die aus dem Stand der 
Technik bekannt sind ZweckmaBig kann ein seiches NukleinsIuremolekOl ein Expressionsvektor sein (Sambro- 
ok et aL, 163— 16^, 1989). Gegenstand der Erfindung sind besonders auch sotehe Ejcpi^ssionsvektoren, die nach 5 
der EinfUhrung in eine eukaryontische Wirtszelle durch Rekombination in deren Genom integriert werden, 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist eine Wirtszelle, in die eines der genannten Nukleinsaure- 
molektile eingefiihrt wurde. Bevorzugt ist in eine solche Wirtszelle ein Expressionsvektor eingefuhrt, der das 
Gen fiir ein heterologes Genprodukt in VerknQpfting mit dem Promotor des Ub/S27a-Gens und/oder weiteren 
regulatorischen Sequenzen enthalt Die erfindungsgemaBe Wirtszelle ist bevorzugt eine S&ugerzelle. Insbeson- lo 
dere kann die Wirtszelle eine Hamsterzell^ z. B. eine CHO- (CHO = Chinese hamster ovary; Urlaub et Chasin, 
1980; vgL aucfa Kaufman, 1987 sowie Referenzen darin, sowie Sambrook et aU 16^9, 1989), BHK- (BHK 

— Baby hamster kidney) oder Hybridomzelle, besonders bevorzugt eine CHO-Zelle sein. 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist ein Verf ahren zur Herstellung eines heteroiogen Genpro- 
dukts in einer eukaryontischen Wirtszelle, vorzugsweise einer Hamsterzelle, besonders bevorzugt einer CHO- 15 
Zelle, dadurch gekennzeichnet, daB eines der erwahnten Nukleinsauremolekiile in die eukaryontische Wirtszelle 
eingef Qhrt wird, die Wirtszelle kuldviert und das synthetisierte Genprodukt isoliert wird Bei dem erfindunpge- 
mafien Verfahren wird das heterologe Genprodukt unter der Kontrolle von Promotors^uenzen und/oder 
regulatorisdien Sequenzen des lJb/S27a-Gens, vorzugsweise aus Hamster, exprimiert Vorteilhaf t kdnnen fOr 
ein solches Verfahren Nukleins§uremoIekQle verwendet werden, die Promotorsequenzen und/oder regulatori- to 
sche Sequenzen enthalten, die in der Abb. 5 enthalten sind Besonders bevorzugt ist ein Verfahren, bei dem die 
Promotorsequenzen in der Sequenz enthalten sind, die den Positionen —161 bis —45 gemiB Abb. 5 entspricht 
Auch hier liegt es im Kdnnen des Fachmanns, Teiisequenzcn mit PromotoraktivitSt oder gleichwertige Varian- 
ten der offenbarten Sequenzen herzustellen. 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist ein starker homologer Promotor des Hamsters. Ein 25 
solcher Promotor, der far die Herstellung heterologer Genprodukte in Hamsterzellen, insbesondere CHO-Zel- 
len sehr vorteilhaft ist, wird hiermit erstmalig bereitgcstellt Insbesondere betrifft die Erfindung einen starken 
homologen Promotor des Hamsters, der in CHO-Zellen im CAT-Assay gem^lB Beispiel 4 eine groBere Aktivitat 
aufweist als der Thymidinkinasepromotor aus Herpes simplex. Vorteilhaft weist ein solcher Promotor eine 
Transkriptionsaktivitit auf, die mindestens in der gleichen GroBenordnung iiegt wie diejenige des SV40-Promo- ^ 
tors. In der gleichen GroBenordnung soli hier bedeuten, daB der erfindungsgemaBe Promotor mindestens 50%, 
besser mindestens 80%, noch mehr bevorzugt mindestens 90% der Aktivitat des SV40-Promotors im CAT-As- 
say gemiB Beispiel 4 hat Bevorzugt ist ein solcher Promotor dadurch gekennzeichnet, daB er mindestens eines 
der Merkmale: GC-reicher Sequenzbererch, Spl-Bindungsstelle, PolypyrimicBnelement, Abwesenheit einer TA- 
TA-Box aufweist Besonders bevorzugt ist ein solcher Promotor, der eine Spl-Buidungsstelle bei Abwesenheit 35 
einer TATA-Box aufweist Femer ist ein solcher Promotor bevorzugt, der konstitutiv aktiviert ist und insbeson- 
dere unter serumhaltigen, serumarmen und serumfreien Zellkulturb«lingungen gleichermaBen aktiv ist In einer 
anderen AusfCihrungsform handelt es sich um einen induzierbaren Promotor, insbesondere um einen Promotor, 
der durch Serumentzug aktiviert wird Eine besonders vorteilhafte Ausfuhrungsform ist ein Promotor mit einer 
Sequenz, die in Abb. 5 enthalten ist Besonders bevorzugt ist dabei eine Sequenz, cHe in der Sequenz enthalten ist, 40 
die den Positionen — 161 bis —45 gemiB Abb. 5 entspricht 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur Expression eines heteroiogen Genpro- 
dukts m Hamsterzellen, vorzugsweise CHO-Zellen, das dadurch gekennzeichnet ist, daB das Genprodukt unter 
der Kontrolle eines starken homologen Promoters des Hamsters exprimiert wird In bevorzugten Ausfiihrungs- 
formen ist ein solcher Promotor durch Merkmale gekennzeichnet, wie sie im vorigen Absatz beschrieben 45 
wurderu 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist die Verwendimg eines Promoters, wie er vorstehend 
beschrieben wiuxie, zur Herstellung eines heteroiogen Genprodukts in Hamsterzellen, vorzugsweise CHO-Zel- 
len. 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist ein Ub/S27a-Gen aus Hamster, Vorzugsweise hat ein 50 
solches Gen eine Sequenz gemaB Abb. 1 oder eine Sequenz, die unter stringenten Bedingungen mit einem 
Nuldeinsauremolekiil mit der Sequenz gemiB Abb. 1 hybridisiert In einer weiteren bevorzugten Ausfiihnmgs- 
form enthlUt ein solches Gen Promotor- und/oder regulatorische Sequenzen, wie sie in der Sequenz gemaB 
Abb. 5 enthalten sind 

Die beschriebenen Promotorsequenzen kdnnen in einer Expressionskassette in funktionellen Zusammenhang 55 
mit weiteren regulatorischen Sequenzen gebracht werdea Beispielsweise kdnnen sie mit Enhancer-Sequenzen 
funktionell verknupft und so die Transkriptionsaktivitat gesteigert werden. Dabei kann es sich um einen oder 
mchrere Enhancer und/oder mehrere Kopien einer Enhancer-Scquenz handeln. Beispielsweise kann dabei ein 
CMV- oder ein SV40-Enhancer verwendet werden. Der humane CMV-Enhancer gehort dabei zu den starksten 
bisher identifizierten Enhancera Ein Beispiel fur einen induzierbaren Enhancer ist der Metallothionein-Enhan- 60 
ccr, der durch Glukokortikoide oder Schwermetalle stimuliert werden kann. Eine weitere mogliche Modifikation 
ware z. B. die Einftihrung multipler Spl-BindungssteOen. Die Promotorsequenzen k5nnen femer rait regulatori- 
schen Sequenzen kombiniert werden, die eine Steuerung/Regulierung der Transkriptionsaktivitat gestatten. So 
kann der Promotor reprimierbar/induzierbar gemacht werdea Dies kann beispielsweise durch die Verknupfung 
mit Sequenzen geschehen, die Bindungsstellen fur positiv oder negativ re^ierende Transkriptionsfaktoren 65 
darsteliea Der oben genannte Transkriptionsfaktor SP-1 beispielsweise hat einen positiven EinfluB auf die 
Transkriptionsaktivitat Ein weiteres Beispiel ist die Bindungssteile fur das Aktivatorprotein AP-1, das sowohl in 
positiver als auch in negativer Weise auf die Transkription einwirken kana Die Aktivitat des AP-1 kann durch 
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verschiedenste Faktoren, wie z. Wachstumsfaktoren, Zytokine und Serum, gesteuert werden (Faisst et Meyer, 
1992, und Referenzen darin). Die Transkriptionseffizienz kann auch dadurch gesteigert werden, daB die Promo- 
torsequenz durch Mutation (Substitution^ Insertion, Deletion) von einer, zwei, drei oder mehr Basen verandert 
wird und dann im CAT-Test gemlB Beispiel 4 gemessen wird, ob sich dadurch die Promotoraktivitit erh5ht 
5 Durch die in diesem Absatz beschriebenen MaBnahmen kann eine optimierte Expresaonskassette erhalten 
werden, die von hohem Nutzen fQr die Expression heterologer Genprodukte, insbesondere in CHO-Zeilen, ist 
Eine durch eine oder mehrere solcher MaBnahmen erhaltene Expressionskassette ist daher ebenfalls Gegen- 
stand der Erflndung. 

In DNasel-Footprint- und Mutationsanalysen kann untersucht werden, welche Faktoren die Expression 

10 bceinflussen imd ob die Promotoraktivitat durch die Deletierung von mdglicherweise vorhandenen negativen 
KontroUelementen und durch die Einf uhrung von weiteren positiven KontroUelementen noch gesteigert werden 
kami. Uutersuchungen anderer Arbeitsgruppen haben auSerdem gezeigt, daB die Expression des Ub/S27a-Gens 
ganz off ensichtlich durch verschiedene Faktoren regufiert werden kann. So zeigte die Gruppe um Shimbara, daB 
bei einer terminalen in vtfro Differenzierung von humanen Leuk&mie-Zellinien (HL-60, K562, U937, THOl) 

15 durch Zugabe von verschledenen Substanzen wie TPA (12-0-Tetra-decanoylphorpho1-13-acetat), DMSO, Ret- 
insMure und 125-Dihydroxyvitamin D3 in das Kulturmedium die Expression des Ub/S27a-Gens henmterregu- 
liert wird (Shimbara et aL, 1993). Und die Gruppe urn Wong steUte eine Oberexpression des Ub/S27a-Gens in 
Carcinomazellen des Enddarms fest (Wong et aL, 1993). Die Genexpression korrelierte dabei mit den klinischen 
Tumorstadien mit einer hdheren Expression in weiter fortgeschrittenem Krebs. 

20 Die Ausfiihrung der Erfindung ist dem Fachmann in Kenntnis des Offenbarungsgehaltes dieser Anmeldung 
mit an sich bekannten Methoden sowie gem^ der Beispiele mdgiich. 

Das komplette Ub/S27a-Gen, die 5'-untranslatierte Region des Ub/S27a-Gens bzw. ausgewaiiite Fragmente 
davon kdnnen in ICenntnis der Sequenzen gemiB Abb. U 2 und 5 mit verschiedenen Standardmethoden erhalten 
werden. Aus der Sequenz gem§B Abb. 5 kann beispielsweise ein geeigneter Abschnitt ausgew^hlt und eine 

25 Oligonukleotid-Sonde chemisch synthetisiert werden, die die Sequenz dieses Abschnitts hat (Sambrook et aL, 
113-11.44, 1989). Mit einer soichen Sonde kann durch Hybridisierung aus einer genomischen Bibliothek (Sam- 
brook et aL, 9.4—9.62, 1 1.45—1 1.61, 1989) des Hamsters das lJb/S27a-Gen bzw. dessen 5'-untranslatierte Region 
kloniert werden. Die 5'-untranslatierte Region bzw. spezielie Fragmente davon kdnnen auch leicht durch 
PCR-Ampiif ikation mit entsprechenden Primem aus einer genomischen Bibliothek eriialten werden (Sambrook 

30 et aL, 14.5—1435, 1989). Diese Methode eignet sich besonders zur Herstellung ausgewahlter Fragmente der 
Promotorregion, etwa des Bereichs von — 161 bis — 45 oder eines Abschnitts dieses Bereiches. Fragmente der 
5'-untranslatierten Region wie etwa die in Tabelle 1 aufgefiihrten kdnnen auch durch limitierten Exonuklease 
Ill-Verdau aus grdBeren DNA-Fragmenten erhalten werden (Sambrook et aL, 15.14—15.19; 5.84—5.85, 1989). 
Solche DNA-Molektile kdnnen auch chemisch synthetisiert oder aus chemisch synthetisierten Fragmenten 

35 durch Ligation erzeugt werden. Das Ub/S27a-Gen einer anderen Species, vorzugsweise Saugerspecies, bzw. 
dessen 5'-untranslatierte Region kann durch Kreuzhybridisierung mit Sonden aus dem 5'-untranslatierten 
Bereich des Hamster-Ub/S27a-Gens oder etwa Sonden aus dem S27a-Anteil des Hamster-Ub/S27a-Gens 
isoliert werden. 

Es steht im Stand der Technik eine Anzahl von Expressionsvektoren zur VerfOgung, die im Zusammenhang 

40 mit der vorliegenden Erfindung verwendet werden kdnnen. Die erfodungsgemafien Promotor- und/oder regu- 
latorischen Sequenzen kdnnen an Stelle der in diesen Vektoren vorhandenen Promotorelemente integriert 
werden und so die Expression des jeweiligen Gens steuem, das mit cUesem Vektor exprimiert werden solL 
Kommerziell erhaltliche Vektoren, die sich zur Integration des erfindungsgemiBen Promotors gut eignen, sind 
beispielsweise der pCAT-Basic Vector (Promega; kompilierte Sequenz zuganglich iiber EMBL Accession No. 

45 X65322) oder der pCAT-Enhancer Vector, der zus^tzlich noch einen SV40-Enhancer enthalt (Promega; kompi- 
lierte Sequenz zug^glich uber EMBL Accession No. X653 19). Ein Beispiel fOr einen promotorlosen Vektor ist 
das Plasmid pBL-CAT6 (Boshart et aL, 1992; siehe auch Luckow et Schutz, 1987). Die erfindungsgemaBen 
Promotorsequenzen kdnnen in die Hindlll-, SphI-, PstI-, Sail-, Xbal-, BamHI-, Bglll- oder Xhol-Restriktions- 
schnittstellen dieses Vektors ligiert werden und so mit dem in diesem Vektor enthaltenen Chloramphenicol- 

50 Transferase (CA1)-Gen funktionell verkniipft werden. AnsteHe des CAT-Gens kann auch ein anderes Gen, etwa 
fGr Gewebsplasminogenaktivator, in diesen Vektor integriert werden. Das CAT-Gen kann z. B. durch einen 
Doppelverdau mit den Restriktionsenzymen Xhol und Clal aus dem Vektor pBL-CAT6 entfemt werden. Die 
dabei deletierte SV40 3' untranslatierte Region, die die Intronsequenz und das Polyadenylierungssignal enthilt, 
kann ggf (d. h. sofem deren Funktion nicht durch die geneigenen 3'-Sequenzen ubemommen wird) nachfolgend 

55 wieder eingebaut werden« indem man z. B. diese SV40-Region mittels PGR amplifiziert und dabei gleich mit 
geeigneten Restriktionsschnittstellen an beiden Enden versieht, damit nachfolgende Umklonienmgen, z. B. bei 
Einf lihrung eines anderen gewunschten Genes, erleichtert werden. Eine andere Strategic der Auswechslung des 
CAT-Genes gegen ein anderes Gen ist, daB man zunachst mittels PCR und geeigneter mutagener Oligonukieoti- 
de eine singulare Restriktionsschnittstelle am 5'-Ende der SV40-Region in den Vektor pBL-CAT6 einnihrt,die es 

ao nachfolgend ermoglicht, gezielt das CAT-Gen zu entfemen. Eine weitere Moglichkeit besteht in der Verwen- 
dung des Vektors pLUC, der im Prinzip wie pBL-CAT6 aufgebaut ist, aber anstelle des CAT-Gens ein Lucifera- 
se-Reportergen enthalt Dieses laBt sich leicht durch einen XhoI/EcoNI-Doppelverdau entfemen, wobei die 
SV40-Sequenz im Vektor verbleibt 
Zur Erzeugung stabiler Zellinien mit hoher Expression des heterologen Gens wahlt man vorteiihaft einen 

65 Vektor, der die Selektion von Transformanden gestattet, die den Vektor in ihr Chromosom integriert und das 
integrierte heterologe Gen amplifiziert haben. Vektoren fiir solche Selektions-ZAmplifikationsverfahren wie das 
DHFR/Methotrexat- Verfahren in DHFR-defizienten Zellinien (z. R CHO-DUKX) sind ebenfalls Stand der 
Technik (Sambrook et aL, 16S- 16.15; 16.28-1629, 1989). 
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Verfahren zur Einbringung der erhaltenen Vektoren in WirtszeUen ebenso wie die Selektion und Kuitur der 
Transformanden kann der Fachmann Standardwerken entnehmen (z. B. SambrooketaL, 163—16.81, 1989). 

Abgesehen von der Optiraierung des Promotors bietet sich noch ein ganz anderer Ansatzpunkt zur Verbesse* 
rung der Produktausbeute» und zwar nber einen Gendosiseffekt Mit steigender Kopienzahl der ins Genom 
integrierten Vektorkonstrukte solhe auch die Menge an produzierten Transkripten zimehmen. Eine spontane s 
Amplifikation der eingefOhrten Konstnikte, die in einer stabilen Integration einer Vielzahl von Kopien resultiert, 
kann durch die Verwendung einer Sequenz mit amplifikationsfdrdemden Eigenschaften, sogenannten "amplifi- 
cation promoting sequences^ erzielt werden. Eine solche Sequenz, die einen sehr hohen AT-Gefaalt besitzt, war 
z. B. aus der nicht-tianskribierten Intergenregion der ribosomalen Mausgene isoliert worden (Wegner et aL, 
1989) und wurde bereits erfolgreich zur stabilen und effizienten Inhibierung der HIV-l Replikation durch lo 
antisense RNA eingesetzt (Meyer ct aU 1993). Ein 49 bp groBer Sequenzbereich der Ub/S27a 5' untranslatierten 
Region (Position — 1477 bis — 1429; Abb. 4) mit einem hc^en AT-Gehalt von 88% weist groBe Homologie zu 
den oben beschriebenen amplifikationsfonlemden Sequenzen der Maus auf. DaB dieser CHO-Sequenzbereich 
ebenfalls solche Eigenschaften besitzt, kann durch den Einsatz von Ub/S27a-Promotorkonstrukten, denen diese 
CHO-Sequenz vorgescfaaltet ist, uberprQft werden. 15 

Beschreibung der Abbildungen 

Abb. 1 : Vei^leich der DNA-Sequenz des kompletten Ubiquitin/S27a cDNA-Klons aus CHO-Zellen mit der 

humanencDNA-Sequenz 20 

Vergleich der CHO Ub/S27a cDNA-Sequenz mit der humanen cDNA-Sequenz (Adams et al^ 1992). Identita- 
ten innerhalb der Sequenz sind durch hervorgehoben. Der Ubiquitinanteii ist durch Doppellinien fiber der 
Sequenz gekennzeu^hnet Die Positionen der drei Introns sind durch Dreiecke markiert 

25 

Poly A Signal ttt Staitkodon +++ Stoppbodoa 

Abb. 2: Aminosauresequenz des Ubiquitinfusionsproteins Ub/S27a 30 

Vergleich der aus der CHO cDNA -Sequenz abgeleiteten Ub/S27a-Aminosauresequenz mit der humanen 
Aminosluresequenz (Adams et al, 1992). Identititen innerhalb der Sequenzen sind durch gekennzeichnet Die 
Ubiquitineinheit von 76 Aminosiuren ist durch DoppelOnien tlber der Sequenz hervorgehoben. 



Abb. 3: Analyse der Ufa/S27a-Transknptievel in CHO-Zellen 



35 



Die denaturierte zytoplasmatische Gesamt-RNA (10 jxg) von serumkultivierten und serumfrei kultivierten 
CHO-Zellen wiuxie in einem Formaldehyd-haltigen Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine 
Nyionmembran transferiert AIs Hybridisienmgsprobe wurde die ^^P-markierte Ub/S27a-cDNA (508 bp) aus 40 
CHO eingesetzt Die Expositionszeit des RSntgenfiims betrugS Stunden. 

1+3 serumkultivierte CHO-Zellen 

2 + 4 serumfrei kultivierte CHO-Zellen 

5 serumkultivierte CHO-Zellen wurden fiir 24 Stunden in senmifreiem Medium kultiviert ^ 

6 serumfrei kultivierte CHO-Zellen wurden fiir 24 Stunden in serumhaltigem Medium kultiviert 

Abb. 4: Strategic zur Sequenzierung der Ub/S27a 5' untranslatierten Region 

Die Z5 kb groBc 5' untranslatierte Region des Ub/S27a-Gens ist schematisch dargestellt Es wurden sowohl 50 
subklonierte Restriktionsfragmente als auch durch Exonuklease Ill-Verdau erzeugte Deietionsklone sequen- 
ziert, wobei AusmaB und Richtung der Sequenzierungen durch Pf eile angezeigt sind. 

55 



60 
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Abb. 5: Genomische DNA-Sequenz der Ub/S27a 5' untranslatierten Region 
Zddien^idaruiig: 

5 

Restrikdonsscfanittstellaa 
S' Ende derPromotordeletionsIdone 
3' Ende derPromotordeletionsIdone 
Homologie zu amplifikationsfbrdemden Sequenzen 
polypyrum(finreicher Sequens^erddi 
Startkodon 

durch SI Nukleasekardeiung bestunmte Transkriptionsstartstellen 
liber Primer-Extension erhaltenes 5' Ende 

Spl-Bindungsstelle 



Die Nukleotide sind in Relation zur Transkriptionsstartstelle, die mit +1 bezeichnet ist, numeriert Die 
25 Restriktionsschnittstellen fOr SacII und EagI, die fOr GrC-reiche Sequenzbereiche speziHsch sind^ sowie die zu 
Subklonierungszwecken herangezogenen Restriktionsschnittstellen fOr EcoRI, Hindi und Hindlll sind in der 
Sequenz durch Unterstreichung hervorgehoben. Zur Kennzeichnung der Intronsequenz wurden Kleinbuchsta* 
ben verwendet Die Aminosiuresequenz ist unter der DNA-Sequenz wiedergegeben. 

30 Abb. 6: Bestimmung des Transkripdonsstartpunktes durch Primer-Extension 

Die Primer-Extensionsanalyse wurde mit 5 ]ig zytoplasmatischer Gesamt-RNA von serumkultivierten CHO- 
Zellen durchgefOhrt (Bahn 1). AIs Kontrolle wurde 5 \ig Hefe tRNA verwendet (Bahn 2). Der eingesetzte 
^2p-endmarkierte Primer hybridisierte mit dem S27a-Anteil der Ub/S27a mRNA (Nukleotide +256 bis +276 in 
35 der cDMA-Sequenz). Die Extensionsprodukte wurden in einem 6%igen denaturierenden Polyacrylamidgel 
aufgetrennt AIs GroBenmarker wurde eine Sequenzierungsreaktion benutzt. Die L^nge des Extensionsproduk- 
tes, dessen Position durch einen Pf eil gekennzeichnet ist, betrug 304 Nukleotide. 

Abb. 7:EnnittlungdesTranskriptionsstartpunktesdurchSl Nuklease-Kartierung 

40 

Eine der Gegenstrangsequenz entsprechende ^^P-endmarkierte Einzelstrangprobe, die den gesamten Bereich 
der 5' untranslatierten Region (—2289 bis + 176) umfaBte, wurde mit 5 \ig Gesamt-RNA (Bahn 2) bzw. zytoplas- 
matischer Gesamt-RNA (Bahn 3) aus serumkultivierten CHO-Zellen hybridisiert AIs Kontrolle wurde 5 \ig Hefe 
tRNA eingesetzt (Bahn 1). Die vor dem SI Nuklease-Abbau geschutzten Fragmente wurden in einem 8%igen 
45 denaturierenden Polyacrylamidgel aufgetrennt AIs GrdBenmarker diente eine Sequenzierungsreaktion, in der 
der zur eingesetzten Hybridisierungsprobe komplementare DNA-Strang sequenziert wurde. Der zur Sequen- 
zierung benutzte Primer hybridisierte dabei mit der Nukleotidsequenz von + 157 bis + 176. Die Positionen der 
abbaugeschUtzten DNA-Fragmente sind in der hervorgehobenen Sequenz durch Pfeile markiert Dem distalen 
Transkriptk>nsstartpunkt wurde ^e Nukleotidposition + 1 zugeordnet 

50 

Abb. 8: Funktionelle Analyse der Ub/S27a-Promotoraktivitat 

Vektorkonstrukte» in denen serielle Deletionen der 5' flankierenden Region des Ub/S27a-Gens in beiden 
Orientierungen mit dem CAT-Reportergen fusioniert worden waren^ wurden zur transienten Transfektion von 

55 serumkultivierten CHO-Zellen eingesetzt AIs Kontrolle wurden Plasmide eingesetzt, in denen das CAT-Repor- 
tergen unter der Kontrolle eines viralen Promotors stand Insgesamt wurden vier voneinander unabhSngige 
Transf ektionsexperimente durchgefflhrt 

Die relative CAT-Aktivitat der verschiedenen Vektorkonstrukte ist als Prozent der CAT-Aktivitit in 
pCMVtkCAT transfizierten CHO-Zellen, die als 100% angcnommen wurde, angegeben und reprasentiert den 

60 Mittelwert (Standardabweichung in alien Fallen < 5%) aus den vier Transfektionsexperimenten. Samtiiche 
CAT-Aktivitaten wurden beziiglich eingesetzter Proteinmenge sowie Transfektionseffizienz, die durch Messung 
der P-Galactosidase- Aktivitat des co- transfizierten KontroUplasmides pCMVtklacZ bestimmt wurde, korrigiert 
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I I Kontroilplasniide: ohne Promotor oder virale Promotoroi (tk, S V40) 
Ub/S27a 5' untranslatierte Re^on: 5-3' Oriortienmg in pBL-CAT6 
lJb/S27a 5' untranslad^e Re^on: 3**5* Orientiaiiiig in pBL-CAT6 
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Beispiele 
Plasmide 

FQr die Durchfiihrung s§mtlicher Genmanipulationen wurde der Vektor pBiuescript SK — verwendet (Strata- 15 
gene Cloning Systems). Zur Expressionsanalyse wurden eukaryontische Expressionsvektoren eingesetzt, die das 
als Reportergen dienende bakterielle Chloramphenicx)l-Acetyltransferase (CAT>Gen enthielten. Das CAT-Gen 
ist dabei mit verschi^enen viralen Promotoren fusioniert In pBL-CAT5 ist es der Thymidinkinasepromotor (dc) 
des Herpes simplex Virus (Boshart et aU 1992; kompilierte Sequenz zuganglich Qber Gen-Bank Accession No. 
M80483), in pCMVtkCAT der tk-Promotor in Kombination mit einem Enhancer des humanen Cytomegalievirus 20 
(CMV) (Christoph Winkler, Wiirzburg) mid in pKSSV2CAT der S V40-Promotor (Tsonis et aL, 1988). pBL-CAT6 
diente als Negativkontrolle und enthalt ein promotorioses CAT-Gen (Boshart et aL, 1992; kompilierte Sequenz 
zuganglich iiber GenBank Accession No. M80484). Im Vektor pCMVtklac^ steht die Expression des bakteriellen 
p-Galactosidase-Gens unter der Kontrolle der CMV-Enhancer/tk-E^omotorkombination (Christoph "Mnkler^ 
Wfirzburg). 25 

Zellkultur 



CHO-DUKX Zeilen (Urlaub und Chasin, 1980) wurden in Dulbecco's Modified Eagle's Medium/ Ham's F12 
Medium (1:1), supplementiert mit 5% fdtalem Kliberserum, in Roux-Flaschen in einem CO2 begasbaren 30 
Brutschrank bei 90% Luftfeuchtigkeit, 37**C und 5% CO2 kultiviert Ffir die serumfreie Kultivierung wurden 
CHODUKX Zellen verwendet, die langsam an ein Wachstum in Medium ohne Serum adaptiert worden waren 
und nun permanent in serumfreiem Medium kultiviert werden. Dtese Zellen wurden als Suspensionskuituren in 
Spinnerflaschen in lKX)ve's Modified Dulbecco's Medium/Ham's F12 Medium (1 : 1) kultiviert, das mit nieder- 
molekularem Pepton ( Aldag; Hamburg), InsuGn und Transferrin (Canada Packars) supplementiert wurde. ss 

Beispiel 1: Differentieile Hybridisierung rekombinanter CHO cDNA Genbanken 



Unter Verwendung von polyadenyiierter niRNA aus CHO-Zellen. die entweder in Serum oder ohne Serum 
kultiviert worden waren, wurden zunSchst zwei cDNA Grenfoanken in XZAPH, bestehend aus 42 x 106 bzw. 29 40 
X lO^rekombinantenPhagenklonen^hergestellt 

Die zytoplasmatische RNA wurde von NP40-lysierten Zellen pripariert und durch Phenoi/Chloroform-Ex- 
traktionen gereinigt (Nicolaides und Stoeckert, 1990). Polyadenylierte mRNA von CHO-Zellen» die mit oder 
ohne Serum kultiviert worden waren, wurde durch Affinititschromatographie an einer Ol!go(dT)-CeilulosesIule 
gewonnen (Sambrook et aL, 1989). Zur Herstellung der cDNA wurde das cDNA Synthesekit von Pharmacia 45 
LKB verwendet, wobei zur Erststrangsynthese ein Oligo (dT)-Primer eingesetzt wurde. Die cDN A wurde in den 
EcoRI-verdauten Vektor XZAPII kloniert (Strategene Cloning Systems). Fiiterduplikate der nicht-amplifizierten 
CHO cDNA Genbank aus serumfrei kuitivierten CHO-Zellen wurden durch differentieile Hybridisierung ges- 
creent Als Probe wurde Gesamt-cDNA von serumkultivierten und serumfrei kuitivierten CHO-Zellen einge- 
setzt, die durch "random priming" (Prime a Gene labelling Kit; Promega Cooperation) mit (a-^^P) dCTP (6000 50 
Ci/mmol; Amersham International pic) markiert worden war. Die Hybridisierung wurde wie in der Northern 
Blot Analyse (s. a, Beispiel 2) beschrieben durchgefiihrt Phagenplaques, die mit beiden cDNA-Proben eine 
Starke Hybridisierung zeigten, wurden isoUert und nochmals einer differentiellen Hybridisierung unterzogen. 
Aus den rekombinanten AZAPII Phagen wurden Phagemide durch in vivo Exzision unter Elnsatz des Helferpfaa- 
gens R408 gewonnen (XZAPII cloning kit-Protokoil; Stratagene Cloning Sj^tems). 55 

Ungefahr 6000 Phagenklone wurden so gescreent Insgesamt wurden 12 rekombinante Phagenklone isoliert, 
die eine besonders starke Hybridisierung mit beiden Gesamt-cDNA- Proben zeigten. 

DNA-Sequenzen wurden nach der Didesoxymethode unter Verwendung des T7 Sequenzieningskits von 
Pharmacia LKB ermittelt Als Primer wurden sowohl T3 und T7 Promotorprimer als auch genspezifische Primer 
eingesetzt. In aUen Fallen wunien die DNA-Proben mit [a-^^g] dATP bzw. [a-^^S] dCTP (10 jiCi; Amersham 60 
International pic) markiert Die Reaktionsprodukte wurden in einem 6%igen Polyacrylamid-Sequenzierungsgel 
elektrophoretisch aufgetrennt Zur Sequenzanalyse wurden die Datenbanken von GenBank und EMBL heran- 
gezogen. 

Einer der isolierten cDNA-Klone kodiertc fiir ein Fusionsprotein, Ub/S27a, bestehend aus einer Ubiquitin- 
Monomereinheit und einem ribosomalen Protein der kleinen Untereinheit, S27a (Abb. 1). Die groBte Homologie 65 
besteht mit der humanen Ub/S27a-Sequenz (Adams et al., 1992) mit 92^% Homologie auf cDNA-Ebene und 
100% Homologie auf AminosSure-Ebene. Die isollerte CHO Ub/S27a cDNA ist 508 bp groS und umfafit die 
gesamte Kodierregion sowie ein Polyadenylierungssignal im 3' untranslatierten Bereich und zwei einander 
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aberlappende Translationsinitiationselemente in der 5' untranslatierten Region (Abb. 1). Anhand der cDNA-Se- 
quenz wird auch ersichtiich, daB es sich um ein echtes Fusionsgen handelt* d. h. beide Proteinanteile werden von 
einem einzigen Gen kodiert Die Proteinsequenz des resultierenden Fusionsproteins ist hoch konserviert, wobei 
die ersten 76 Aminosauren des 156 Aminoslure groBen Proteins den Ubiquitinanteii umf assen (Abb. 2). 

5 

Beispiel 2: Analyse der Ub/S27a-Genexpression 

Das AusmaB der Ub/S27a-Genexpression wnrde in Northern Blot Experimenten, in denen zytoplasmatische 
Gesamt-RNA von serumkultivierten und senimfrei kultivierten CHO-Zellen verwendet wurde, untersucht 

10 Die zytoplasmatische RNA wurde von NP40-lysierten Zellen prapariert und durch Phenol/Chloroform-Ex- 
traktionen gereinigt (Nicolaides und Stoeckert, 1990). Gesamt-RNA (10 \ig) wurde elektrophoretisch in einem 
Formaldehyd-Agarosegel aufgetrennt, auf eine Nylonmembran (Hybond N, Amersham International pic) trans- 
feriert (Sambrook et al, 1989) und durch eine Sminatige UV-Bestrahlung (254 nm) kovalent mit der N^onmem- 
bran vemetzt Die RNA-Filtcr wurden Qber Nacht bei 65** C in einer Ldsung bestehend aus 4x SSC, 10 x 

15 Denhardt, 0.1% SDS und 1 x 10® cpm/ml ^zp-markierter cDNA-Probe hybridisiert Die cDNA-Fragmente 
wurden unter Verwendung von "random primer* markiert (Prime a Gene labeling kit; Promega Corporation), 
wobei die spezifische Aktivitat der DNA-Proben 4—8 x 10^ cpni/|ig DNA betrug. Nach der Hybridisierung 
wurden die Filter zweimal in 02 x SSC/0.1% SDS bei 65°C far20 Minuten gewaschen. Auf die in Haushaltsfolie 
eingewickelten Filter wurde ein Rdntgenfibn (Curix; Agfa-Gevaert N.V.) gelegt und die Autoradiographic ftir 

20 3 Stunden bei - 70** C durchgefiihrt 

Sowohl in den unter Standardbedingungen mit Serum kultivierten CHO-Zellen als auch in den an das 
Wachstum in serumfreiem Medium adaptierten CHO-Zellen lieBen sich Ub/S27a-Transkripte mit einer Lange 
von ungefahr 600 Nukleotiden in groBer Zahl und gleichen Mengen nachweisen (Abb. 3). Bei den beiden 
zus§tzlichen Transkripten von ungef ^hr 1 500 und 2800 Nukleotiden handelt es sich um Polyubiquitintranskripte, 

25 in denen mehrere Ubiquitin-Monomereinheiten miteinander fusioniert sind. Die Polyubiquitintranskripte, die 
unter diesen Kulturbedingimgen zu einem erheblich geringeren Level exprimiert werden, hybridisieren mit dem 
Ubiquitinanteii der in den Northern Blot Anaiysen als Probe eingesetzten Ub/S27a cDNA. Der Ub/S27a 
Transkriptlevei blieb unverindert hoch, wenn die permanent in serumfreiem Medium wachsenden CHO-Zellen 
fttr 24 h in serumhaltigem Medium kultiviert wurden (Abb. 3). Em anderes Bild bot sich, wenn die unter 

30 Standardbedingungen serumkultivierten CHO-Zellen fOr 24 h in serumfireies Meditun Qberfdhrt wurden. Die 
Zahl der Ub/S27a-Transkripte nahm erheblich ab (Abb. 3). Dieses ist darauf zurQckzuflihren, daB sich der 
iiberwiegende Teil der CHO-Zellen wahrend dieser 24stiindigen FCultivierungsphase in serumfreiem Medium 
nidit mehr teilten und zudem eine Reduktion im Zellvolumen aufwiesen. In Zellen, die ein solches Stadium 
erreicht haben, findet, wenn Qberhaupt, nur noch eine geringe Transkription statt 

35 

Beispiel 3: Isolierung und Analyse der Ub/S27a-Promotorregion 

Zur Isolierung der Promotorregion des Ub/S27a-Gens wurde zunachst eine genomische CHO-Genbank mit 
fiber eine Million rekombinanter Phagenklone hergestellt, wobei genomische DNA von serumkultivierten 

40 CHO-Zellen verwendet wurde. 

Die genomische DNA wurde von NP40-lysierten Zdlen nach einem Protokoll von Nicolaides und Stoeckert 
gewonnen (Nicolaides & Stoeckert, 1990). Im Gegensatz zu der beschriebenen Ausalzungsmethode wurde die 
DNA jedoch nach dem Proteinase Kl Verdau dreimal mit Phenol/ Chloroform extrahiert. 

Die DNA-Enden von partiell mit Sau3AI verdauter genomischer DNA mit einer durchschnittlichen Frag- 

45 mentgrd&e von 20 kb wurden halbseitig unt er Ve rwendung von dGTP und dATP aufgefUllt und mit Xhol-ver- 
dautem Vektor A.GEM-12 (halbseitig mit dTTP und dCTP aufgefQllte DNA-Enden; Promega Corporation) 
ligiert Zur Verpackung wurden kommerziell erhiltliche Extrakte euigesetzt (Gigapack II Plus packaging 
extracts; Stratagene Cloning Systems). 
Diese genomische Genbank wurde ledigUch mit dem S27a-Anteil der Ub/S27a-cDNA hybridisiert, um eine 

50 Kreuzhybridisierung mit den Polyubiquitingenen zu vermeiden. Einer der isolierten Genomklone mit einer 
Gesamtlinge von 14 kb enthielt unter anderem die komplette Kodierregion und 23 kb der 5' untranslatierten 
Regioa Die Kodierregion wird durch drei Introns mit korrekten Konsensussequenzen an den Exon/Intron- und 
Intron/Exon-Obergangen unterbrochen (Breathnach & Chambon, 1981), wobei zwei dieser Introns im Ubiqui- 
tinanteii und das dritte Intron im S27a-Anteil lokalisiert sind (Abb, 1). 

55 Beide DNA-Strange der 5' untranslatierten Region wurden komplett sequenziert (Methode s. Beispiel 1). Das 
geschah durch Sequenzierung von subklonierten Restriktions&agmenten sowie durch Sequenzierung von uber- 
lappenden Deletionsklonen, die durch Exonuklease III Verdau erzeugt worden waren (Abb. 4). Die potentielle 
Promotorregion enthalt keine TATA-Box, dafQr aber einen CpG-reichen Sequenzbereich (67% GC von - 144 
bis + 129X in dem auch die singulSre Bindungsstelle fur den Transkriptionsfaktor Spl (Dynan & Tjian, 1983) und 

60 je eine Restriktionsschnittstelle fur EagI und SacII, die fur solche GC-reiche Regionen spezifisch sind, liegen, 
sowie polypyrimidinreiche Sequenzbereiche (Abb. 5). 

Zur Lokalisierung des Transkriptionsstartpunktes wurden sowohl Primer-Extension als auch SI Nuklease- 
Kartierung an Gesamt-PNA von serumkultivierten CHO-Zellen vorgenommen. Um eine Extension von Polyu- 
biquitin-Transkripten zu vermeiden, wurde f iir die Primer-Extension ein Primer verwendet, der mit dem S27a- 

65 Anteil der lJb/S27a mRNA hybridisierte (komplementar zu den Nukleotiden +256—276 bp in der cDNA-Se- 
quenz). 

Ein Oligonukleotid der Sequenz 5'-GTCK>TGTAGGACTTCTTCTTC-3', komplement&r zu den Nukleotiden 
+256 bis +276 in der Ub/S27a cDNA-Sequenz, wurde mit 5 ^ig zytopiasmatischer Gesamt-RNA aus serumkul- 
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tivierten CHO-Zellen hybridisiert und verlingert (Ausubel et aL, 1987). 

Die zur SI Nuklease-Kartierung eingesetzte Einzelstrangprobe, die den Bereich von —2289 bis +176 der 
genomischen Ub/S27a-Sequenz umfaBte, wurde fiber PGR wie folgt gewonnen. Die 5' untranslatierte Region 
der Ub/S27a-Genomsequenz ( -2289 bis +240) wurde in 5'— 3' Orientiening in den Vektor pBluescript SK — 
(Stratagene Qoning Systems) kloniert Dieses Hybridpiasmid wurde in der PGR als Matrize eingesetzt Zur 5 
Amplifizierui^ wurden cin biotinylierter T3-l^motorprimer und ein mit [y-^^P] ATP-markierter Ub/S27a-spe- 
zlfischer Primer {5'-CTCX3AGCGTGATCGTTTTOC-3', komplement§r zu den Nukleotiden + 157 bis + 176 der 
Ub/S27a-Genomsequenz) verwendet Die Gewinnung des zur RNA-Sequenz komplementtren Einzelstranges 
erfolgte durch aikaUsche Denaturierung des an magnetische Streptavidinbeads gebundenen PCR-Produktes 
(Dynabeads M-280 Streptavidin ProtokoU; Dynal A.S, Norway). 2x10^ cpm der Einzelstrangprobe wurden mit lo 
5 ng Gesamt-PNA aus serumkultivierten CHO-Zelien ttber Nacht bei 55"* C hybridisiert und die Hybridisienmgs- 
produkte wurden nachfolgend mit SI Nuklease behandelt (Ausubel et aU 1987). 

Das Ober Primer-Extension erhaltene Produkt wies eine Linge von 304 Nukleotiden auf (Abb. 6), womit der 
Transkriptionsstartpunkt 44 bp stix>maufwarts vom Startkodon innerhalb eines Poiypyrimidinelements liegen 
wfirde (Abb. 5), Dieser Startpunkt konnte durch die SI Nuklease-Kartierung allerdings nicht verifiziert werdea 15 
Ober die SI Nuklease-Kartierung wurden zwei Transkriptionsstartpunkte ermittelt(Abb. 7), die 128 bp bzw. 116 
bp stroraaufwirts vom Startkodon innerhalb einer Polypyriraidinsequenz liegen und deren Positionen im nach- 
folgenden als Position + 1 und + 13 angegeben werden (Abb. 5, Abb, 7). Die wahrscheinlichste Erklarung fur die 
zu beobachtende Diskrepanz zwischen den beiden Kartierungsmethoden ist eine vorzeitige Terminierung der 
Primer-Extensionsreaktion. Bedingt durch die Positionierung des Primers in der S27a-Sequenz liegt die Lange 20 
des zu erwartenden Extensionsproduktes mit Qber 300 Basen ttber der optimalen L3nge von ungefihr 100 Basen. 
Je grdBer die Entfemung zwischen der Wmerposition und der gesuchten Transkriptionsstartstelle ist, desto 
grdBer ist die Wahrscheinlichkeit eines vorzeitigen Abbruchs der reversen Transkription durch GC-reiche 
Sequenzen tmd Sekundarstrukturausbildungen innerhalb der mRNA. Fiir die SI NuMease-Kartierung wurde 
hingegen eine den gesamten 5' untranslatierten Bereich umfassende Einzelstrangprobe eingesetzt (Sequenzbe- 25 
reich -2289 bis + 176; Abb. 5), die aus einem PCR-Produkt gewonnen wurdc^ wodurch die bei der Primer-Ex- 
tension auf tretenden Probieme der reversen Transkription von GC-reichen Sequenzen umgangen wurden. 

Unsere Untersuchungen der 23 kb grofien 5' untranslatierten R^on zeigten, daB der mdgliche Promotor 
weder eine TATA-Box noch eine CAAT-Box besaB. DafOr aber zeichnete sich die stromaufwirts vom Startko- 
don gelegene Sequenz durch einen hohen GC-Gehalt aus. Innerhalb dieser Sequenz wurde eine singulSre 30 
Bindungsstelle fur den Transkriptionsfaktor Spl vorgefunden. Ober SI Nuklease-Kartierung wurden zwei 
prominente Transkriptionsstartpunkte, die innerhalb einer Polypyrimidinsequenz 128 bzw. 116 bp stromauf- 
wirts vom Startkodon lagen, identifiziert 

Beispid 4: Identifizierung und Eingrenzung des Sequenzbereiches mit Promotoraktivitat 35 

Herstellung von Deletionsklonen durch Exonuklease HI Verdau 

Ober Exonuklease III- Verdau wurde eine Serie von 5' Deletionsklonen hergestellt (Tab. 1). Die 5' untransla- 
tierte Region des Ub/S27a-Gens (—2289 bis +240) wurde dazu in beiden Orient ierungen in die HincII-Schnitt- 40 
stelle des Vektors pBIue^ript SK — (Stratagene Cloning Systems) kloniert Zur Einfuhrung von unidirektiona- 
len Deletionen wtu^den diese Hybridplasmide mit K4>nl und Xhol verdaut und mit Exonuklease III, wie in dem 
Protokoil des eingesetzten "^ase-a-base^-Kits beschrieben (Promega Corporation), behandelt Die erhaltenen 
DNA-Fragmente wurden als BamHI-Fragmente in die sii^ulgre BamHI-Schnittstelle des Vektors pBL-CAT6 
mtegriert 45 

Vor Beginn des Exonuklease Ill-Verdaus kann der Vektor pBluescript Sk — auch durch EinfQhrung von 
Adaptoren, die geeignete Restriktionsschnittstellen endialten, modinziert werden, um nachfolgende Genklonie- 
rungsexperimente zu erleichtem. So kdnnen neben BamHI audi noch andere Restriktionsenzymschnittstellen 
zu Klonierungszwecken herangezogen werden, z. B. nach dem Sdiema 

50 

NotI-XbaI"SDeI-BamHI-SinaI«EcoRI -3* Endc ........ 5* Ende- SalLHincII-BamHI 

5' Ddetionsfragment 
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Tab. 1 : Zusammenstellung der durch Exonuklease Ill-Verdau hergestellten 5' Deletionsklone der Ub/S27a 5' 

untranslatierten Region 



3 jjeieuonsiragmetic 


D Jinae des r ragmentes 


o i^uie des rragmCTies 


1612 bp 


Po^on -ISOl 


Position +111 


806 bp 


Po^on - 695 


Portion +111 


483 bp 


Position - 372 


Positioii +111 


272 bp 


Poidtion - 161 


Position +111 


156 bp 


Position - 45 


Position +111 



20 Die Positionsangaben beziehen sich auf die Numeriening der in Abb. 5 dargestellten genomischen Ub/S27a- 
Sequenz. 

AUe Deletionsklone haben ein gemeinsames 3' Ende (Position das zwischen den Transkriptionsstait- 
stellen und dem Startkodon liegt (Abb. 5). Das groBte Fragment umfa6t 1.7 kb iind das kleinste Fragment 150 bp 
(Tab. 1). Letzteres ist das einzige Fragment, das nicht mehr die singulare Spl-Bindungsstelle enthalt Diese 
25 potentiellen Promotorregionen wurden in den eukaryontischen Expressionsvektor pBL-CAT6 vor das promo- 
torlose CAT-Gen, das als Reportergen diente, kloniert und zur transienten Transf ektion von serumkultivierten 
CHO-Zellen eingesetzt 

DNA-vermittelte Zelltransfektion und CAT-Assay 

30 

Am Vortag der Transfektion wurden 2 x lO' Zellen pro 20 cm^ Schale ausgesit Die Zellen wurden mit 10 (ig 
Plasmid-DNA (CAT-Reporterkonstrukte) und 500 ng des Plasmides pCMVtklacZ unter Verwendung einer 
modifizierten Calciumphosphat-Prazipitationsmethode transfiziert (Chen & Okayama, 1987). Die p-Gralactosida- 
se-Aktivitat des Kontrollvektors pCMVtklacZ wurde dabei zur Bestimmung der Transfektionseffizienz heran- 
35 gezogen. Oberschiissiges DNA-Prazipitat wurde nach 4standiger Inkubation bei 37** C und 5% CO2 durch 
Waschen mit PBS entfemt 

Nach einer Inkubationsperiode von 48 Stunden wurden die Zellen zunichst mit PBS gewaschen. Danach 
wurde je 1 ml eiskalter NTE-Puffer (0.1 M NaCl, 10 mM Tris-HCl pH 7.8, 1 mM EDTA) in die Schalen gegeben 
und die Zellen wurden mit Hilf e eines Sdiabers von den Schalen abgeldst und in Eppendorfgef aBe uberfOhrt Die 

40 Zellen wurden durch 3minatige Zentrifugation bei 9000 rpm pelletiert, in 70 \k\ 025 M Tris-HCl pH 7.8 resuspen- 
diert und bei — 70'*C gelagert Fttr die Bestimmung der Chloramphenicol- Acetyitransf erase- Aktivitat nach der 
Methode von Sleigh wurden jeweils 30 ^1 der Zellsuspension eingesetzt (Sleigh, 1986). Eine Normalisierung der 
relativen CAT-Aktivitat jeder Transfektion wurde auf der Basis der nach der Methode von Norton und Coffin 
bestimmten p-Galactosidase-Aktivit§t vorgenommen (Norton & Coffin, 1985). Fttr diesen Test wurden jeweils 10 

45 [d der Zellsuspension eingesetzt. In alien Fallen wurde auBerdem eine Korrektur bezUglich der eingesetzten 
Proteinmenge vorgenommen. Die Proteinkonzentration wurde dabei nach der Bradford-Methode bestimmt 
(Ausubel et aL, 1987). 

In dem Histogramm in Abb. 8 sind die Ergebnisse aus vier unabhangig voneinander durchgef Uhrten transien- 
ten Expressionsexperimenten dargestellt Zur KontroUe wurden Plasmide eingesetzt, in denen die CAT-Genex- 

50 pression durch einen konstitutiven viralen Promotor gesteuert wird. In pBL-CAT5 ist es der Thymidinkinasepro- 
motor des Herpes simplex A^rus. In pCMVtkCAT liegt dieser Promotor in Kombination mit emem Enhancer des 
hiunanen Cytomegalievirus vor und in pKSSV2CAT handeit es sich um den SV40-Promotor. pBL-CAT6 diente 
als Negativkontrolle und enthalt ein promotorloses CAT-Gen. 
Mit Ausnahme des 156 bp Fragmentes zeigten alle Ub/S27a-Fragmente, die in 5'-3' Orientierung vor das 

55 promotorlose CAT-Reportergen kloniert worden waren, eine starke Promotoraktivitat, die 23 bis 3mal hoher 
war als die des tk-Promotors des Herpes simplex Virus (Abb. 8), Die starkste Promotoraktivitat, die mit der des 
SV40-Promotors in pKSSV2CAT vergleichbar war, wiesen dabei die Fragmente von 483 bp und 272 bp auf 
Lediglich die ^ale CMV-Enhancer/tk-Promotor-Kombination in pCMVtkCAT resultierte in einer noch um 
ungefahr 10% h5heren CAT-Aktivit§t Bei einer bis zur Position — 45 reichenden Deletion (156 bp Fragment), 

60 die auch die singul§re Spl-Bindungssteile umfaBte, war keine CAT-Aktivitat mehr feststellbar (Abb. 8). Die 
Ub/S27a 5' untransiatierte Region, die fur die Vermittlung einer starken Promotoraktivitat ausreichend ist, laBt 
sich somit auf den Bereich von — 161, dem 5' Ende des 272 bp Fragmentes, bis —45, dem 5' Ende des 156 bp 
Fragmentes, eingrenzen. Innerhalb dieses 117 bp umfassenden Bereiches liegt auch die singulire Spl-Bindungs- 
steile. 

es Ein unerwartetes Resultat war die Beobachtung, daB die kiirzeren Fragmente auch in der 3'— 5' Orientierung 
eine Promotoraktivitat aufwiesen (Abb. 8). Allerdings ist dieser auf dem Gegenstrang lokalisierte Promotor 
nicht so stark wie der Ub/S27a-Promotor, sondem um 42% reduziert Auch bier zeigten die Fragmente von 483 
bp und 272 bp die groBte Aktivit&t Diese Aktivit&t war mit der des tk-Promotors in pBL-CAT5 vergleichbar. 



10 



DE 195 39 493 Al 



Das zugehdrige Gen, dessen Expression von diesem Gegenstrangpromotor aus gesteuert wird, konnte bisher 
noch nicht identifiziert werden. Es konnte sich also bei dem oben erwahnten 1 17 bp Promotorbereich sogar um 
cine bidirektionale Promotorregion handeln. 

Zusammenfassend kann gesagt werden, daB mit dem von den Erfindem der voriiegenden Erfindung isolierten 
Ub/S27a-Promotor aus CHO-Zellen erstmals ein sehr starker konstitutiver homoioger Promotor des Hamsters 
bereitgestellt wird. Untersuchungen an stabil transflzierten senunkultivierten CHO-Zellen belegen, daB der 
Ub/S27a-PromoUH* auch nach der Integration In das Zel^enom SuBerst aktiv ist und fOr eine sehr starke 
Expression des CAT-Reportergenes sorgt 
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PatentansprQche 

L NukleinsauremolekGl, das Promotorsequenzen und/oder andere reguiatorische Sequenzen des Ubiquitin- 
S27a-Oens enthgit 

2. NukleinsauremolekQl nach Anspruch 1, wobei die Promotorsequenzen und/oder anderen regulatorischen 
Sequenzen aus dem Ubiquitin-S27a-Gen des Hamsters abgeleitet sind 

3. Nukleinsiuremolekiil nach einem der AnsprQche 1 oder 2, wobei die Promotorsequenzen und/oder 
anderen regulatorischen Sequenzen in der Sequenz gemaB Abb. 5 enthaiten sind 

4. Nukieinsauremolekill nach Anspruch 3, wobei die Promotorsequenzen in der Sequenz enthaiten sind, die 
den Positionen — 161 bis —45 gemiB Abb. 5 entspricht 

5. NukleinsiuremolekOl, das eine Promotorsequenz enthalt, die aus der Sequenz gemaB Abb. 5 durch 
Substitution, Insertion oder Deletion von einer, zwei, drei oder mehr Basen ableitbar ist, ohne dafi durch 
diese Substitution, Insertion oder Deletion die Promotoraktivitit deutlich emiedrigt wird 

6. NukleinsiuremolekQl nach einem der AnsprOche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB es einen oder 
mehrere Enhancer enthSlt, der/die mit der Promotorsequenz funktionell verkniipft ist/sind 

7. NukleinsauremolekQl nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB es reguiatorische 
Sequenzen enthalt, (iber die die Transkriptionsaktivit^t der Ih*omotorsequenz reguliert werden kann. 

8. NukleinsSuremolektil nach einem der AnsprOche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB die Promotorse- 
quenzen und/oder regulatorischen Sequenzen mit einem Gen funktionell verkniipft sind 

9. NukleinsiuremolekOi nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB das Gen fOr Gewebeplasminogen- 
aktivator, second-generation-Gewebeplasminogenaktivator, Interferon, Tumomekrosefaktor, Erythro- 
poietin, Granulozyten-Kolonie-sdmulierenden Faktor, oder Mangan-Superoxiddismutase kodiert 

10. NukleinsauremolekQl nach emem der Anspriiche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, daB es ein Expres- 
sionsvektor ist 

11. Nukleinsauremolekiil nach einem der Anspriiche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, daB der Promotor 
durch Rekombination in das Genom von eukaryontischen Wirtszellen, vorzugsweise Hamsterzellen, beson- 
ders bevorzugt CHO-Zellen, integriert werden kann. 

12. Nukieinsauremolekill nach einem der Anspriiche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, daB es eine amplifi- 
kationsfdrdemde Sequenz enth^lL 

13. Wirtszelle, in die ein Nukleinsauremolekiil nach einem der Anspriiche 1 bis 12 eingefiihrt wurde. 
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14. Wirtszelle, in die ein NukleinsturemolekiU eingefOhrt wurde. das das Gen fur ein heterologes Genpro- 
dukt in Verknapfung mit dem Promotor des Hanister-Ub/S27a-Gens enthilt 

15. Verfahren zur Hcrstellung eines heteroiogen Genprodukts in einer eukaryontischen WirtszeUe, vorzugs- 
weise einer Hamsterzclle, besonders bevorzugt einer CHO-Zelle, dadurch gekennzeichnet, daB ein Nuklein- 
sluremolekOl gemiB einem der Ansprtiche i bis 11 in die eukaryontische Wirtszelle eingefOhrt wird, <&e 
"^^Tirtszelle kulti^ert und das synthetisierte Genprodukt isoliert wirA 

16. Verfahren zur Herstellung eines heteroiogen Genprodukts in einer eukaryontischen Wirtszelle, vorzugs- 
weise einer Hamsterzelle, besonders bevorzugt einer CHO-Zelle, dadurch gekennzeichnet, daB das hetero- 
loge Genprodukt unter der Kontrolle von Promotorsequenzen und/oder reguiatorischen Sequenzen des 
Ubiquitin-S27a-Gens exprimiert wird 

17. Verfahren nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, daB die Promotorsequenzen und/ oder reguiato- 
rischen Sequenzen in der Afab. 5 enthalten sind 

18. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, daB die Promotorsequenzen in der Sequenz 
enthalten sind, die den Positionen — 161 bis —45 gemSB Abh* 5 entspricht 

19. Verfahren nach einem der Anspniche 15 bis 18, dadurch gekennzeichnet, daB das heterologe Gen fur 
Gewebeplasminogenaktivator, second-generation-Gewebeplasminogenaktivator, Interferon, Tumomekro- 
sefaktor, Erythropoietin, Gtwutozyten-Kolome-stunulierenden Faktor, oder Mangan-Superoxiddismutase 
kodiert 

20. Starker homologer Promotor des Hamsters. 

21. Promotor nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, daB er eine TranskriptionsaktivitUt aufweist, die 
grdBer ist als diejenige des Thymidinkinasepromotors aus Herpes simplex. 

22. Promotor nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, daB er eine Transkriptionsaktivitat aufweist, die 
mindestens in der gleichen GrdBenordnung liegt wie diejenige des SV40-Promotors. 

23. Promotor nach einem der Anspriiche 20 bis 22, dadurch gekennzeichnet, daB er mindestens eines der 
Merkmaie: GOreichcr Sequenzbereich, Spl-Bindungsstelle, Polypyrimidinelement, Abwesenheit einer 
CAAT-Box; Abwesenheit einer TATA-Box aufweist 

24. Promotor nach einem der Anspriiche 20 bis 23, dadurdi gekennzeichnet, daB er eine Spl-Bindungsstelle, 
aber keine TATA-Box aufweist 

25. Promotor nach euiem der Ansprache 21 bis 24, dadurch gekennzeichnet, daB der in der Sequenz gemiB 
Abb. 5 enthalten ist 

26. Promotor nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, daB er in der Sequenz enthalten ist, die den 
Positionen —161 bis —45 gemSB Abb. 5 entspricht 

27. Verfahren zur Expression eines heteroiogen Genprodukts in Hamsterzellen, vorzugsweise CHO-Zellen, 
dadurch gekennzeichnet, daB das Genprodukt unter der Kontrolle eines Promotors gemaB einem der 
Ansprache 21 bis 26 exprimiert wird 

28. Verwendung ernes Promotors nach einem der vorangegangenen Anspriiche zur Herstellung eines 
heterobgen Genprodukts in Hamsterzellen, vorzugsweise QiO-Zellen. 

29. Ub/S27a-Gen aus Hamster. 

30. Ub/S27a-Gen nach Anspruch 29 mit der Sequenz gemaB AJbb* 1 oder einer Sequenz, die unter stringen- 
ten BecUngungen mit emem NukieinsauremolekQl mit der Sequenz gem^ Abb. 1 hybridisiert 
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ZEICHIMUNGEN SEITE 1 



Nummer: 
Int. CI.S: 

Offenlegungstag: 



DE19S39493 A1 
C12N 15/79 

30. April 1997 



Mensch 
CHO 

Mensch 
CHO 



TGGAGCCGCAACCAAAATGCAGATTTTCGTGAAAACCCTTACGGGGAAGACCATCACCCT 8 2 

TGGAACCGCCGCCAAGATGCAGATTTTCGTGAAGACCCTTC'ACGGGGAAAACGATCACGCT 6 0 
: 3 : 

CGAGGTTGAACCCTCGGATACGATAGAAAATGTAAAGGCCAAGATCCAGGATAAGGAAGG 142 

CGAGGTTGAACCCTCGGACACTATAGAAAATGTAAAGGCCAAGATCCAGGATAAGGAAGG 120 



Mensch AATTCCTCCTGATCAGCAGAGACTGATCTTTGCTGGCAAGCAGCTAGAAGATGGACGTAC 202 



CHO 



ie^-k-k-k^ie-k-te-kie* * ie 1r * ** 4r ****** 4r 4r 4c * ***** ** ******** ***** 

AATTCCTCCTGACCAGCAGAGGCTGATCTTTGCTGGTAAGCAACTGGAAGATGGCCGTAC 180 



Mensch TTTGTCTGACTACAATATTCAAAAGGAGTCTACTCTTCATCTTGTGTTGAGACTTCGTGG 262 



CHO 



*************** ** 4r********** ** ************************** 

TTTGTC rGACTACAACATCCAAAAGGAGTCCACCCTTCATCTTGTGTTCAGAClTCGTGG 240 



Me n s C h TGGTGCTAAGAAAAGGAAGAAGAAGTCTTACACCACTCCCAAGAAGAATAAGCACAAGAG 322 
************ ************** ************************** ***** 

CHO TGGTGCTAAGAAGAGGAAGAAGAAGTCCTACACCACTCCCAAGAAGAATAAGCATAAGAG 3 00 

Mensch AAAGAAGGTTAAGCTGGCTGTCCTGAAATATTATAAGGTGGATGAGAATGGCAAAATTAG 3 8 2 
************* ******* ***** ** ************** ************** 

CHO AAAGAAGGTTAAGTTGGCTGTGCTGAAGTACTATAAG^TGGATGAAAATGGCAAAATTAG 360 

Mensch TCGCCTTCGTCGAGAGTGCCCTTCTGATGAATGTGGTGCTGGGGTGTTTATGGCAAGTCA 4 42 

Ar ****** *****^'*--^ A A^** ******** *********** ** ** ***** ** ** 

CHO TCGCCTTCGTCGAGAGTGTCCATCTGATGAGTGTGGTGCTGGAGTTTTCATGGCTAGCCA 4 20 

Men S C h CTTTGACAGACATTATTGTGGCAAATGTTGTCTGACTTACTGTTTCAACAAACCAGAAGA 502 
************** ******** *********************************** 

CHO TTTTGACAGACATTACTGTGGCAAGTGTTGTCTGACTTACTGCTTCAACAAACCAGAAGA 480 



■H + + 

Mensch CAAGTAA 



CHO 



****** 



CAAGTAGTTGTGTATGAATAAATAAAAA 



509 
508 



92-2% Homologie 
Poly A Signal 



Startkodon ^- + + Stoppkodon 



Abb, 1 
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ZEICHNUNGEN SEITE 2 



Nummer: DE 195 39 493 A1 

Int. CI.6: C12N 15/79 

Offenlegungstag: 30. April 1997 



Mensch MQIFVKTLTGKTITLEVEPSDTIENVKAKIQDKEG 35 
*********************************** 

CHO MQIFVKTLTGKTITLEVEPSDTIENVKAKIQDKEG 35 



Mensch IPPDQQRLIFAGKQLEDGRTLSDYNIQKESTLHLV 7 0 
*********************************** 



CHO 



IPPDQQRLIFAGKQLEDGRTLSDYNIQKESTLHLV 7 0 



Mensch LRLRGGAKKRKKKSYTTPICKNKHKRKKVKLAVLKY 105 
*********************************** 

CHO LEiLRGGAKKRKKKSYTTPKKNKHKRKKVKLAVLKY 105 



Mensch YKVDENGKISRLRRECPSDECGAGVFMASHFDRHY 140 



CHO 



*********************************** 

YKVDENGKISRLRRECPSDECGAGVFMASHFDRHY 



140 



Mensch CGKCCLTYCFNKPEDK 
**************** 

CHO CGKCCLTYCFNKPEDK 



156 
156 



100% Homologie 



Abb. 2 
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2EICHNUNGEN SEiTE 3 



Nummer: 
Int. CI.6: 

Offenlegungstag: 



DE 195 39493 A1 
C12N 15/79 

30. April 1997 



1 2 3 4 5 6 



9488 
6225 




Abb. 3 
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ZEICHNUNGEN SEITE 4 Nummer: DE 195 39 493 A1 

Int. 01.6; C12IM 15/79 

Offenlegungstag: 30. April 1997 



1 5 



c m 
X 7 



. UJ 



CO 
CM 



o 
o 



Abb. 4 
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ZEICHNUNGEN SEITE 5 



Nummer: 
Int. CI.6: 

Offenlegungstag: 



OE 195 39 493 A1 
C12N 15/79 
30. April 1997 



GATCTCCAGGACAGCCATGGCTATTACACAGAGAAACCCTGTCTGG^^^ - 224 0 

ACAAAAAATTAGTCTCCATGTGTAAATGTGTGGAGTATC - 219 0 

ACATACAGAGGTAGAGGGCAGTTTATGGGAGTCAGTTCC^^ - 2140 

TATGGGGGACCTGGGGACTGAACTCAGGTCATCAGGCTT^^ - 209 0 

CATTAGCTCACGGAGCCTTATCATTGGCGAAAGCTCTC^^ - 2040 

TCAATGTGTTTGCTCATAGTGCAATCATTATGOT - 1990 

ACAATCGTTGGGGCATGTGTGGTCACATC^ - 194 0 

G AGAATTC CAAGTTCTTTGGTGGTGTATC^ - 189 0 
EcoRI Hindi 

AACTTTTTTTCCCTCTGACAAAACTA - 1840 

ATTTGAAGTATTTTATTCTTTG^ - 1790 

AGACATGTTAGGTAAGTACCCTACAACTCAG GTTAACT - 174 0 

Hindi 

CTAATTTAACCCCAACACTTTTTCTTTC - 169 0 

GTGTGTGTGTCTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTC - 1640 

GTGTGTGTGCCGCXjCGCGCTCGGATCATTCTACCITTTGOT - 159 0 

TTAGTCCAGGGGTGGGGTGCACTGTGAAAGTCTGAGGGTAACT^ - 154 0 

1 " ^ 1612 bp 

GTCAGTTCTTTCCACTATAGGACAGA'VCTCCAGGTGI^^ - 149 0 

Hindi 

ACAGAACCATCCAAATAGCCCTATCTAATTTTAGT^ - 144 0 



TTTTTGTTTTTCGAGACAGGGTTTCT ' 139 0 



AACTAGCTCTTGTAGACCAGGCTGGTCTCGAACTCAGAGATCCACCTGCC - 13 4 0 

TCTGCCTCCTGAGTGCTGGGATTAAAGGCATX^GCCACCAACG - 129 0 

CTACCTAATTTTAAAAGAGATTCTGTGTCACAAGGGTGTC^ - 124 0 

GCAACCACCCCCCCCCCAAAAAAAAAAAAAAAAAACTTCACTGAAGCTC - 119 0 

AGCACGATGATTTGGTTACTCTGGCTGGCCAATGAGCT^ - 114 0 

CTGTCAAACAGAATCTCAACAGGCX^CAGCAGTCTTT^^ - 109 0 

ACAACACAGGTTTTTGCATATCAGGCATTT^ - 104 0 

CAAAAATGTGTA'ri»i"iGGAGGCAGCAGAGCTAATAGATTAAAATGAGG - 99 0 

AGAGCCCACACAGGTTATTAGGAAGATAAGCATCTTCTTTATAT^^ - 94 0 

AAACCAAACCAAACTGGAGGAGGTCTACCTTTAGGGATGGAAGAA^ - 89 0 

ATTTAGAGGGTCCAATAGAAAGGGCACTGAGTTTGTO " 84 0 

GGAGAGGGCGCAACCGCTTTAACTGTCCTGTTTTGCCTATTT^^ - 7 9 0 



Abb. 5a 
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ZEICHNUNGEN SEITE 8 Nummer: DE 195 39 493 A1 

Int. CI.6: C12N 15/79 

Offenlegungstag: 30. April 1997 

CAGGACATGTrcCTATTTT^ - 740 

I 806 bp 

TGCGGTCGAGGACTACAGTCATTTTGCAGGT^ - 69 0 

TAAAACGTGG?W^GGTGACCATTAACCGTTTC^ - 64 0 

CGGCTCAGATGCTTCCTCTGACTGAGGGCCAGGAGGGGGCTACACGG^ - 59 0 

AGGCCACA.CCCGCACITGGGAAGACTCGATT^ - 54 0 

ACXSCCCCAGCAGGCTCCTCGGCTACACCTTCAGCCCCGAAl^ - 49 0 

CCCATAACCCTTCCCTTCTAGGCATTTCCGGCGAGGACCCACCOT - 44 0 

CAAACATTCGGCCCCATCCCCCGGTCCTCACCTGAATCTCTAACTCTGG^ - 39 0 

I " ^ 483, bp 

CTCCAGAGTTTAGAGACTATAACCAGATAGCCCGGATGTGTGGAACTGCA - 34 0 

TCTTGGGACX^AGTAGTTTTAGCAAAAAGAAAGCGAC^^ - 29 0 

CCO^GACAGACTTGTGTTACCTCTCIT^ - 240 

AAAGGAAAGCCCOTCTTAGTCGCATCGACTGTGT^ - 19 0 

I ' > 272 bp 

ACATTTTAATGTTGGGCACACCGTTTCGAGGAC^ - 14 0 

TAGGGAAACGGAGCGCCCGAGCTAGTCTGGCACTGCGTTAGACAGi^^ - 9 0 

SacII 

I ' 156 bp 

QTCGTTGCAGCGGGCAGGGACTTGCGTGGACGCC^ - 4 0 

>>>>>> 

+ 1 

GSC^GGAAGCCCCGTTGGTCCGCGCGGCTCTTCCTTTCCGATCC^^ + 11 

QQg-£ « l< « It *l <* " " (■ <> « « l< <* *> " (* " « *t II H 

+•13 

CCGTGGTGAGTGTGTGCTGCGGGCnX3CCGCTCCGGCTT^ + 51 
II II 

^-85 

GTCGCTCTCACCCTGGTCGGCGGCTCTAATCO^TCTCTTTTCGAATGTAG + 111 

II It II II II fi II II II n II it It II 11 It II II II -k 



GTGGAACCGCCGCCAAGATGCAGAl-i"i''i'CGTGAAGACCCTTACGGGGAAA + 161 

MQIFVKTLTGK 

ACGATCACGCTCGAGgtacgaaccaggtggcgtgagaagcgaaggcctgc + 2 1 L 

TITLE 

cagaggccctctatgct:cgctt:aaa.g:ii£J;; ^ -^^0 

Hindi II 
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